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昭
論文内容要旨
目的
 糖尿病におけるリポ蛋白代謝異常の一端を究明する目的で実験的糖尿病ラット及び糖尿病患者
 の肝細胞内超低比重リポ蛋白(VLDL)の合成面につき電子顕微鏡的(電顕的)組織計測法により
 検討を加えた。
方法
 ラット血清より超遠心法によりVLDL及び低比重リポ蛋白(LDL)を分離した。これらのア
 ポ蛋白をSodiumdGdecylsulfate(SDS)polyacrylamidegeldisc電気泳動法にて分離し
 た。VLDLには陽極側よりApoproteinC,ApoproteinE,ApoproteinB(ApoB)が確認さ
 れLDLにはApoBのBandのみが認められた。このApoBの分子量は25万と推定された。Apo
 B部分のゲルを抗原としてウサギに免疫し得られた抗ApoB血清の純度を,Ouchterlony法,
 免疫電気泳動法にて検定した。この抗血清は全血清,VLDL,LDL,ApoBとの間にのみ単一
 の沈降線を認め高比重リポ蛋白,Albuminと沈降線を形成しなかった。抗ApoB血清を硫安に
 よる塩析後にDEAECelluroseを通しIgGを得た。さらにpepsine,2-Mercaptoethano1
 処理しゲル濾過後にFa廿分画を得た。このFab'にHorseradishPeroxidase(HRP)を標識し
 ゲル濾過をしてFab'一HRP(HRP標識抗ApoB血清)を得た。次にラット肝をPLP固定后凍
 結包埋し6μに切りFab'一HRPを反応させた。超薄切片作成後試料は全て無染色で処理しFa5
 -HRPの反応部位を電顕的に観察した。次にラットを3群にわけ実験を行なった。C群(正常群)
 DM群(アロキサン糖尿病ラット群),Ins群(インスリン治療群)である。電顕での観察対象
 は肝細胞内粗面小胞体(RER),滑面小胞体(SER),Golgi付属細官系(GERL),Golgi装
 置に認められるVLDL粒子である。さらにRERに付着しタンパク合成への関与が考えられてい
 るMembrane-boundribosome(MBR)を観察した。5000倍で一断面でのRER,Golgi装置
 の分布をWeibe1のpointcounting法により定量的に測定した。次に,20000倍でVLDL数を
 計測し面積100μ2当りの数で表現した。さらに無作為に選んだVLDL粒子について直径を測定し
 た。MBR数はRER周長1μ当りの数で表わした。RERの面積(Ap)に対する周長(L)の比を ゴ
 chalkleyの方法により表現した。またTritonWR1339法で肝からのトリグリセリド(TG)
 分泌率を実測した。次いで3例の未治療糖尿病患者に肝生検を施行しラットと同様に分析した。
 さらに2例のインスリン依存性糖尿病患者についてインスリン治療前後に肝生検を行ないうち一
 例につき電顕的に計測した。
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結果
 HRP-Faδによる電顕的酵素抗体法にてラット肝細胞内RER及びDisse腔にVLDLのcar-
 rierproteinであるApoBの局在をOsmiumblackによるreactionproductとして証明した。
 MBR数はDM群(9625)でC群(12664)より減少した(p<0.001)。Ins群(11675)でDM
 群より増加した(p<0.05)。RERのVolume%はC群(23%)よりDM群(32%)で増加(p〈
 o・oo1)しIns群(24%)でDM群より減少した(P〈o・oo1)。Ap/Lは。群の。.16よりDM群
 で0.35と増加(pく0.001)し工ns群で0.12とDM群より減少した(p<0.001)。VLDL数は
 C群(33)にくらべDM群(15)で減少し(p〈0.001),Ins群(28)でDM群より増加(p〈0.001)
 した。Golgi装置のVolume彩はC群(2.7%)よりDM群(0,9%)で減少し(p〈0.001)Ins
 群(L8%)では増加傾向を認めた。MBR数とVLDL数の間にはr-0.64,p<0.01で正相関を
の 
 認めた。VLDLの直径はDM群(500-599Aが42%)とIns群(500-599Aが48%)でC群
の
 (300-399Aが42彩)より大きかった。肝からのTG分泌率はC群(o.61mg/min)よりDM群
 (o.32mg/min)で低下(P〈o.oo1)しIns群(o.55mg/min)でDM群より増加(P<o.oo1)
 した。未治療糖尿病患者(D群)ではMBR数は6342で非糖尿病群(C群)の8825より減少した
 (p〈0.05)。VLDL数もC群(65)よりD群(22)で減少した(p〈0.001)。同一患者のインス
 リン治療前後の比較ではMBR数は前(5115)より後(9050)で増加(p〈0.01)しVLDL数も
 前(8)より後(49)で増加(P<0.02)した。Golgiのvolume%は前(LO%)より後(5.0%)
 で増加(P〈0.05)した。MBR数とVLDL数の間にはr=0.74,p〈0.001で正相関を認めた。
結論
 ラットにおいて電顕的酵素抗体法によりRERにてVLDLのApoBが合成されていることが確
 認されRERのMBR数とVLDLの間に有意の正の相関を認めたことよりインスリンがMBRさら
 にはVLDL合成に関与していることが示唆された。またヒト糖尿病においてもインスリンが
 VLDLの合成に寄与していると考えられた。これらのことよりラット及びヒトにおける糖尿病性
 脂肪肝はApoB合成障害に起因したTG転送障害によるTGの蓄積によるものであると考えられ
 た。
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 審査結果の要旨
 この研究は糖尿病におけるリポ蛋白代謝の異常を解明するために行ったもので,アロキサン糖
 尿病ラットおよび糖尿病患者の肝細胞の超低比重リポ蛋白(VLDL)の合成を電顕的組織計測法
 により解析したものである。
 ラットを用いた実験ではVLDLのキャリア蛋白であるアポB蛋白の局在と増減をみるために,
 正常ラット血清より超遠心法によってVLDL,LDLを分離,電気泳動法にてアポ蛋白を分離
 し,アポBを抗原として家兎を免疫してアポBのみに単一沈降線を作る抗血清を作った。この抗
 血清をもとにわさび大根ペルオキシダーゼ(HRP)標識抗アポB血清を作り,ラット肝超薄切
 片にHRP標識抗アポ血清を反応させて,肝細胞内粗面小胞体(RER),滑面小胞体(SER),
 Golgi付属細管系(GERL),Golgi装置に認められるVLDL粒子を電顕的にWeibe1のpoint
 comting法により定量的に観察した。RERに付着し蛋白合成への関与が考えられている
 Membrane-bomdribosome(MBR)は糖尿病ラットでは正常ラットより減少し,インスリン
 治療により増加した。RERのvolume%は糖尿病ラットで増加しインスリン治療で減少した。
 VLDL数は糖尿病で減少しインスリン治療により増加した。Golgi装置のvolume%も糖尿病
 ラットでは正常ラットよりも減少しており,インスリン投与群では増加傾向を認めた。MBR数
 とVLDL数との間には正相関が認められ,・VLDLの直径は糖尿ラットとインスリン治療ラッ
 トで正常ラットより大であった。肝からのトリグリセリッド分泌率は糖尿病ラットで低下したが,
 インスリン治療により増加した。非糖尿病者2例,未治療患者3例と2例のインスリン依存型患
 者のインスリン治療前後に肝生検を行い同様に分析を行った。糖尿病患者では非糖尿病者に較べ
 てMBR数が少なく,VLDL数も減少した。インスリン療法後では前に較べMBR数,VLDL
 数,Golgi装置のvolume%も増加した。MBR数とVLDL数の間には正相関が認められた。
 これらの成績より著者はVLDL合成にはインス1」ンが関与し,ラットおよびヒトの糖尿病性
 脂肪肝はアポB蛋白合成障害に起因したトリグリセリッド転送障害によるトリグリセリッドの蓄
 積によるものとしている。
 この研究は糖尿病におけるリポ蛋白代謝と脂肪肝の発生機構に重要な示唆を与えるものであり
 学位授与に価する。
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